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摘要 : 昆虫 错综复杂 的 嗅 党 系统 在 昆虫 寻找 寄主 、 交 配 、 产 卵 以 及 逃避 行为 中 起 到 了 至 关 重 要 的 作用 。 因 此 , 对 
昆虫 嗅觉 感受 机 理 的 研究 将 有 助 于 揭 开 昆虫 感受 和 识别 环境 中 的 气味 物质 并 引起 相关 行为 反应 的 秘密 。 为 了 更 
多 地 了 解 华北 大 黑 鲁 金龟 Holotrichia oblita Faldermann 嗅觉 相关 和 蛋白 互 作 机 制 , 本 实验 利用 DUALhunter Starter Kits 
酵母 双 杂 交 筛 选 试剂 盒 , 构建 了 华北 大 黑 鳃 金 包 气 味 结合 蛋白 OBP 诱饵 载体 ,筛选 了 华北 大 黑 鲁 金色 触 角 酵 母 
双 杂 交 系 统 均一 化 的 cDNA 文库 。 通 过 B- 半 乳糖 苷 酶 活性 检测 以 及 GenBank 中 Blast 比 对 分 析 ,， 以 OBP2 为 诱饵 
鉴定 出 6 个 阳性 互 作物 。 我 们 推测 其 中 的 一 种 较 强 的 阳性 互 作物 凝固 酶 原 可 能 是 华北 大 黑 鳃 金 包 在 嗅觉 识别 过 
程 中 的 相关 和 蛋白 。 
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Abstract: The sophisticated olfactory system of insects plays a crucial role in their behaviors, such as 
host seeking, mating, oviposition, as well as escaping behaviors. Therefore, the mystery of arousing a 
series of insect behavior reactions by perceiving and distinguishing odorants in the environment will be 
unveiled by investigating olfactory receptive mechanism. In order to clarify the mechanism of interaction 
between olfactory associated proteins in Holotrichia oblita Faldermann, the HoblOBP2 bait was 
constructed using DUALhunter Starter Kits. Then, the normalized cDNA library from H. oblita antennae 
was screened. By detecting 9-galactosidase activity and the Blast analysis in GenBank, six interactors 
were identified using HoblOBP2 bait. We inferred that the proclotting enzyme is the strongest positive 
interactor, which might play a role in the process of olfactory recognition. 
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气味 结合 蛋白 (odorant-binding proteins, OBPs) 
是 外 部 环境 与 触角 噢 觉 感 顺 内 气味 受 体 的 媒介 
(Leal, 2005) 。 根 据 氨 基 酸 序列 差异 , 气味 结合 蛋 
日 分 为 3 类 ,， 即 普通 气味 结合 集 日 ( general odorant- 
binding proteins, GOBPs)., HFE RASEN 
( pheromone-binding proteins, PBPs) 和 触角 结合 借 日 
X (antennal binding protein X, ABPX) (Pelosi et al., 
2006)。 目 从 气味 结合 蛋 日 受到 广泛 人 研究 以 来 , 对 


于 其 功能 的 假说 或 模式 不 断 地 被 提出 。 目 前 , 一 种 
嗅觉 识别 假说 得 到 了 广泛 的 认可 ,， 即 气味 分 子 通过 
昆虫 嗅觉 感 絮 表皮 的 小 和 孔 进 入 触角 感 器 , 与 气味 结 
合 恒 白 相 绊 合 ,共同 穿 过 树 突 外 的 嗅 党 感 硕 淋巴 
液 , 最 终 激 活 膜 结合 受 体 (Leal, 2013 ) 。 

先前 的 一 些 研究 发 现 了 OBPs 新 的 功能 , BIX 
比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae 的 OBPs PEKE JN, K 
体 ， 为 嗅觉 识别 的 分 子 机 制 提 供 了 新 的 依据 
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( Andronopoulou et al., 2006; Wogulis et al., 2006; 
Qiao et al., 2011) 4. KRT TEFX EE NE. TE Ex. A. gambiae 
HARPER 8 EI ERREA, 
在 其 他 一 些 研究 中 也 能 找到 一 些 证 据 ( Campanacci 
ef al., 1999; Danty et al., 1999; Sandler et al., 2000; 
Plettner et al., 2000; Ban et al., 2003; Honson et al., 
2003 ) 。 但 是 这 些 都 不 足以 证 明 在 活体 内 和 蛋白 是 否 
真正 地 以 这 种 形式 运作 , 亦 或 是 在 其 他 昆虫 中 是 否 
也 存在 气味 结合 蛋 日 二 聚 体 的 形式 。 因 此 , 还 需要 
进一步 的 研究 和 验证 。 

化 北大 黑 鲍 人 金 包 Holotrichia oblita Faldermann 
气味 结合 蛋白 OBP2 属于 经 典型 OBPs XF, 是 可 
浴 性 的 酸性 小 分 子 蛋 日 (Deng et al., 2012)。 对 
HoblOBP2 结构 的 研究 显示 , 其 中 含有 6 个 a 螺旋 ， 
能 够 形成 疏水 结合 口袋 , 通过 范 德 华 力 和 玲 水 作用 
与 气味 分 子 相 结合 ( 庄 绪 静 等 , 2013) 。 和 蛋白 体外 表 
达 后 的 功能 分 析 发 现 ，HoblOBP2 定位 于 华北 大 黑 
鲁 金 估 触 角 中 的 板 形 和 锥 形 感 希 中 , 并 能 与 一 些 植 
物 挥 发 物 结合 (Deng et al., 2012) 。 虽 然 现 在 对 
HoblOBP2 结构 和 功能 的 研究 已 经 取得 了 一 些 进展 ， 
但 是 这 种 可 溶性 的 重 日 是 如 何 参与 嗅 沉 刺激 的 识别 
和 编码 这 样 的 中 心 问题 还 没有 说 服 力 的 答案 。 

酵母 双 困 交 技 术 是 在 真 核 细胞 中 检测 蛋 日 质 与 
蛋白 质 之 间 的 相互 作用 的 方法 (Fields and Song, 
1989) 。 随 后 发 展 起 来 的 基于 分 裂 泛 素 的 酵母 双 杂 
交 系 统 可 用 于 检测 细胞 质 内 重 日 以 及 膜 恒 日 之 间 的 
相互 作用 (Johnsson and Varshavsky, 1994) 。 目 前 为 
IE, 它 已 经 被 成 功 地 应 用 于 cDNA. xc Fg B5) i oe 
( Thaminy et al., 2003; Wang et al., 2004 ; Matsuda et 
al., 2005; Pasch et al., 2005; Felkl and Leube, 
2008), ZESECUSDB EM £8 1e JU RH Ss fe, CH T 
蛋白 OBP2 诱饵 载体 , 利用 基于 分 裂 泛 素 系统 的 酵 
母 双 杂 交 技 术 ， 筛 选 华北 大 黑 鳃 金龟 均一 化 cDNA 
文库 ， 以 期 获得 与 气味 结合 重 日 互 作 的 重 日 ， 为 华 
北大 黑 鳃 金 包 咒 觉 识别 的 分 子 机 制 提 供 新 的 理论 依 
据 , 为 嗅觉 重 白 互 作 研 究竟 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 Bü 

本 实验 所 用 的 酵母 双 杂 交角 选 试剂 盒 
DUALhunter Starter Kits 中 的 主要 载体 包括 : 诱饵 载 
体 pDHB1 Vector, X JÆJA W EIE pPR3-N Vector, 


对 照 诱饵 载体 pDHBI-largeT Control Vector, Xj HESE 
物 载体 pDSL-Ap53 Control Vector. 、 功 能 反应 对 照 载 
体 pOsti -NubI Control Vector。 酵 母 菌株 为 NMYSI, 
1.2. 培养 基 和 主要 试剂 

均一 化 文库 构建 试剂 盒 EasyClone Normalized 
cDNA Library Construction Package ,酵母 双 杂 交 fiti e 
试剂 盒 DUALhunter Starter Kits ， 酵 母 转化 试剂 盒 
( DSY Yeast Transformation Kit) ，B- 半 乳糖 苷 酶 检测 
试剂 盒 HIX (B-galactosidase Assay Kit), ， 培 养 基 
Media Starter Packagel Mouse anti LexA antibody 均 
购 自 Dualsystems Biotech 7s Hg], BEHEAN U HS I 
购 和 目 大连 宝 生物 工程 有 限 公 司 。 酵 母 质粒 小 提 试 剂 
盒 购 目 天 根 生 化 科技 有 限 公 司 。 酸 洗 玻璃 珠 购 目 
Sigma 公司 。 测 序 由 华 大 基因 生物 技术 公司 完成 。 
1.3 诱饵 载体 的 构建 

所 有 DUALhunter 系统 的 载体 上 有 SA. 限制 性 
内 切 酶 的 酶 切 位 点 :GCCGCCATTA'CGGCC 和 GGCCCC 
CCT'CGGCC。 使 用 标准 的 元 隆 程序 将 华北 大 黑 鳃 
金 包 OBP2 的 开放 阅读 框 序列 ( GenBank. 登录 号 : 
GQ856257) 克隆 到 诱饵 载体 pDHB1 上 。 转 化 质粒 
到 大 肠 杆菌 , 用 限制 性 内 切 酶 酶 切 和 测序 检测 插 人 
序列 正确 性 。 引 物 序列 如 下 : GEI] SI: 5- 
TTTCTGCACAATATTTCAAGC-3'; Jg 5| 9. 5'- 
GTAAGGTGGACTCCTTCT-3', 
1.4 诱饵 转 入 酵母 菌株 NMYSI 进行 表达 验证 

采用 LiAc 转化 法 将 诱饵 载体 、 阳 性 对 照 
pDHB1-largeT 和 阴性 对 照 pPR3-N 分 别 转 入 报告 菌 
株 NMY51, 根据 载体 抗 性 不 同 分 别 将 其 涂 布 于 
SD/-Leu (SD-L) 和 SD/-Trp (SD-W ) 平 板 , 30C 培 
养 4 d。 使 用 LexA 小 鼠 单 克 隆 抗 体 通 过 免疫 印迹 
杂交 验证 刻 饵 表 达 情 况 。 
1.5 DUALhunter 系统 的 功能 验证 

从 新 鲜 酵 母 NMYSI 平板 上 挑 取 几 个 菌落 接种 
于 50 mL YPAD 液体 培养 基 中 ，30C 振荡 过 夜 培 
JR. 参照 1.4 市 中 的 酵母 转化 法 进行 转化 , 转化 反 
应 设置 见 表 1。 将 每 个 转化 产物 分 别 涂 布 于 SD/- 
Trp/-Leu ( SD-LW) , SD/-Trp/-Leu/-His ( SD-HLW) 
和 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade ( SD-AHLW ) 平板 上 ， 
307€ 培养 4 d。 计 算 所 有 平板 菌落 数 以 及 选择 性 平 
板 与 非 选择 性 平板 上 的 生长 百分率 。 生 长 百分率 
(96) = 选择 平板 上 克隆 的 数量 x 100/ 非 选择 平板 
上 克隆 的 数量 。 
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表 1 功能 分 析 的 转化 反应 


Table 1 Transformation reaction of functional assay 


反应 HÆ (ug) 质粒 1 质粒 2 
Reaction Amount Plasmid 1 Plasmid 2 
1 LS Bait construct pOstl -NublI 
2 1.5 Bait construct pPR3-N 
3 1.5 pDHBI -LargeT pDSL-Ap53 
4 1.5 pDHB1 -LargeT pPR3-N 


1.6 用 3-AT 优化 筛选 的 条 件 

3-AT ERMA T LEMI, 于 SD-HLW 
和 SD-AHLW 选择 性 培养 基 中 添加 不 同 的 3-AT T 
度 , 即 0, 1, 2.5,5,7.5 和 10 mmol/L 等 ,并 将 诱 
饵 载体 pDHBI-OBP2 和 文库 载体 pPR3-N 共同 转化 
于 不 同 3-AT 浓度 的 SD-HLW fi SD-AHLW 平板 上 
培养 ， 以 获得 最 佳 科 选 背景 。 
1.7 均一 化 文库 构建 及 鉴定 

提取 华北 大 黑 鳃 金龟 触角 总 RNA, 经 PCR f^ 
JE 3k fg dscDNA 后 进行 杂交 以 及 均一 化 的 
NORMALIZER enzyme 处 理 , 再 次 经 过 两 轮 PCR 扩 
增 以 及 cDNA 片段 分 级 后 , 将 cDNA 元 隆 到 文库 载 
体 pPR3-N 上 并 转化 大 肠 杆菌 得 到 初始 文库 。 检 测 
初始 文库 滴 度 , 并 且 随 机 挑 取 多 个 文库 克隆 进行 
库 多 态 性 分 析 。 
1.8 得 选 华北 大 黑 鳃 金龟 触角 均一 化 cDNA 文库 

参照 1. 4 节 中 的 转化 方法 ,将 诱饵 质料 
pDHB1-OBP2 和 文库 质粒 pPR3-N-Library 共 转 化 于 
新 鲜 酵 母 甸 NMY51 F, 将 细胞 涂 布 于 准备 好 的 最 
优 3-AT 浓度 的 选择 平板 , 每 个 直径 为 150 mm 的 平 
板 上 涂 布 300 pL 重 悬 细胞 。 余 下 的 细胞 悬 液 用 
0.9% 毛 化 钠 按 体积 比 1: 100, 1:1000 和 1:10 000 
的 比例 稀释 , 每 个 稀释 比例 取 100 pL 涂 到 直径 为 
100 mm 的 SD-LW 平板 上 , 30% 培养 4 d, 用 于 计算 
转化 效率 。 总 转化 数 = SD-LW 平板 上 的 菌落 数 x 
稀释 倍数 x 10 x4.8, 
1.9 候选 阳性 克隆 的 鉴定 

相互 作用 的 蛋白 鉴定 之 后 , 分 离 编码 互 作物 的 
文库 质粒 。 从 酵母 菌 中 提取 质粒 的 步骤 参照 酵母 质 
粒 小 提 试 剂 盒 的 说 明 书 。 从 酵母 中 提取 的 质粒 转化 
大 肠 杆菌 中 , 用 标准 的 方法 分 离 鉴 定 互 作 的 克隆 。 
菌 液 PCR 检测 插入 片段 的 大 小 或 用 限制 性 内 切 酶 
Sfi 酶 切 所 有 小 量 制备 质粒 以 检测 每 个 互 作 子 克隆 
插入 片段 的 大 小 。 测 序 鉴 定 第 选 的 候选 互 作 子 。 用 
NCBI 中 的 Blast 工具 对 测序 结果 进行 同 源 性 搜索 ， 


并 分 析 所 获得 的 克隆 编码 重 日 的 信息 。 
1.10 B- 半 乳糖 芽 酶 活性 检测 以 及 回转 验证 

根据 DUALsystem Biotech 公司 的 HTX B- 
galactosidase Assay Kit 试剂 盒 的 说 明 ， 对 候选 阳性 
互 作 组 进行 B- 半 乳糖 苷 酶 活性 检测 ， 以 评 佑 在 文库 
虽 选 中 个 体 转化 作用 的 强度 。 将 候选 阳性 互 作 组 再 
次 共 转 化 并 进行 B- 半 乳糖 昔 酶 活性 检测 ， 从 而 进 一 
步 确定 与 户 饵 重 白 相 互 作 用 的 阳性 互 作物 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 均一 化 文库 质量 检测 

本 实验 测 得 文库 初始 库容 量 约 为 1.1 x10° 个 
克隆 数 。 随 机 选择 23 个 阳性 元 隆 进行 菌 液 PCR, 
经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 ， 如 图 1 结果 显示 , 插入 进 
文库 载体 的 DNA. 片段 在 400 ~3 000 bp 之 间 , HA 
多 个 样品 插入 片段 大 小 在 1.2 kb YJE, 说 明文 库 具 
有 多 人 态 性 ,可 用 于 酵母 双 洒 交 沛 选 。 


M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 





bp M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 


5000 — 
3000 — 
2000 — 


1000 — 
750 — 


500 — 


250 — 
100 — 





图 1 插入 文库 载体 的 cDNA 片段 大 小 


Fig. 1 Fraction size of cDNA ligated into library vector 
M: Trans2K Plus DNA Marker; 1 -23: 随机 挑选 的 23 个 阳性 克隆 


Randomly selected 23 positive clones. 


2.1 诱饵 载体 的 构建 及 表达 验证 

本 实验 利用 华北 大 黑 鳞 金 包 气味 结合 重 日 
OBP2 WAA, ARREA Sfi L RAE N o A i 
切 位 点 的 OBP2 的 开放 阅读 框 序列 , 大 小 为 489 bp, 
定向 克隆 到 诱饵 载体 pPDHB1 上 ， 获 得 诱饵 表达 载 
体 pDHB1-OBP2。 如 图 2 所 示 用 限制 性 内 切 酶 酶 
切 、 菌 液 PCR 检 测 其 序列 正确 。 测 序 结 果 显 示 ， 
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图 2  HoblOBP2 诱饵 载体 的 构建 

Fig. 2 Construction of HoblOBP2 bait vector 
A; 酶 切 鉴 定 Enzyme digestion. M: Tran2K™ Plus DNA Marker; 1: 
pGEM-T-OBP2 酶 切 鉴定 Enzyme digestion of pGEM-T-OBP2; B: jJ 
鉴定 Enzyme digestion. M; Transl5K DNA Marker; 2; pDHBI1 酶 切 鉴 
定 Enzyme digestion of pDHB1; C: 酶 切 鉴定 Enzyme digestion. M; 
Trans15K DNA Marker; 3: pDHBI -OBP2 酶 切 鉴 定 Enzyme digestion of 
pDHBI-OBP2; D: yk PCR 鉴定 PCR analysis. M; Tran2K™ Plus 
DNA Marker; 4: pDHBI1-OBP2 菌 液 PCR 分 析 PCR analysis of pDHBI - 
OBP2. 


OBP2 基因 无 突变 , 说 明 诱饵 载体 构建 成 功 。 

将 构建 好 的 诱饵 载体 pDHB1-OBP2、 阳 性 对 照 
pDHB1-largeT 和 阴性 对 照 pPR3-N 4j] $6 A EE BE TS 
NMY51I 中 ,30% 培养 4 d, 每 个 平板 均 长 出 300 ~ 
500 个 菌落 , 这 取决 于 转化 效率 的 高 低 。 用 Western 
blot 杂交 检测 诱 但 表达 ,本 实验 Western blot 杂交 检 
测 的 阳性 对 照 pDHB1-largeT 分 子 量 为 114 kDa( 图 
3 WKE 3), ， 阴 性 对 照 pPR3-N 不 表达 , 图 3 vios 1 
未 见 条 市 。 放 饵 融合 蛋 日 的 分 子 量 如 图 vH 
7R, 约 为 52 kDa, BIER E OBP2 的 分 子 量 (14 
kDa) 与 Cub-LexA-VP16 融合 蛋白 (38 kDa) 之 和 ， 
说 明 诱 饵 正确 表达 。 

2.2 DUALhunter 系统 的 功能 验证 

系统 的 功能 验证 设置 了 4 组 共 转 化 , 分 别 是 诱 
{H pDHB1-OBP2 与 pOstl1-Nubl、 诱饵 pDHB1-OBP2 
与 空 的 文库 载体 pPR3-N、 阳 性 对 照 pDHB1-LargeT 
与 pDSL-Ap53. 、 阴 性 对 照 pDHBl-LargeT 5j pPR3- 
N。 共 转化 后 , 30'C 培养 4 d, 每 个 平板 长 出 菌落 的 
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图 3 DEDERIT UE 
Fig. 3 Expressed verification of the bait vector 
M: EasySee!" II Western Marker; 1: 阴性 对 照 pPR3-N 的 表达 
Expression of the negative control pPR3-N; 2: H pDHBI-OBP2 的 表 
i^ Expression of the bait vector pDHB1-OBP2; 3: 阳性 对 照 pDHBI- 
largeT 的 表达 Expression of the positive control pDHBI -largeT. 


情况 见 表 2， 阳 性 对 照 pDHBI-LargeT 5j pDSL-Ap53 
在 SD-HLW 和 SD-AHLW 平板 上 有 生长 (反应 3), 
阴性 对 照 在 相同 平板 上 未 见 生 长 (反应 4)。 诱 饵 
pDHB1-OBP2 与 pOstl-Nubl 在 SD-HLW 和 SD- 
AHLW 平板 上 有 菌落 生长 ， 生 长 百分率 分 别 为 
89.0% 和 72.4% (反应 1), 与 空 的 文库 载体 pPR3- 
N 在 SD-HLW 和 SD-AHLW 平板 上 同样 有 菌落 生 
K, 生长 百分率 分 别 为 82.0% 和 79.1% (反应 2)， 
这 说 明 共 转化 效率 较 高 但 系统 有 目 激 活 效应 ， 需 进 
行 3-AT 筛选 从 而 降低 假 阳 性 出 现 的 机 率 。 本 实验 
利用 OBP2 HAA nix 3-AT 时 , 测 得 总 转化 数 为 
9.12 x 10* cfu, 保证 了 3-AT 筛选 的 严谨 性 。 筛 选 
结果 显示 , SD-AHLW/25 mmol/L 3-AT 为 最 优 文库 
fi oe a IT 
2.3 筛选 华北 大 黑 鲁 金龟 触角 均一 化 cDNA 文库 
利用 OBP2 为 诱饵 ,在 SD-AHLW/25 mmol/L 
3-AT RJZ&TE P, oie cDNA 文库 , 测 得 总 转化 数 为 
1.2 x 10'cfu, 获得 了 较 大 的 转化 效率 , 为 文库 筛选 
葛 定 基础 。 筛 选 到 候选 的 阳性 克隆 再 次 于 SD- 
AHLW/25 mmol/L 3-AT 的 条 件 下 重新 划 线 培养 。 
从 二 次 筛选 的 候选 阳性 殉 隆 中 提取 了 405 个 质 
粒 , 进行 了 PCR 验证, 选择 大 小 不 同 的 片段 , 重新 
转 入 大 肠 杆菌 中 , 并 提取 质粒 , Mie T 201 个 克隆 ， 
进行 第 2 轮 的 菌 液 PCR, 经 测序 分 析 鉴 定 出 12 个 
不 同 序列 的 候选 阳性 互 作物 , 并 在 GenBank 中 进行 
Blast 比 对 分 析 ， 除 去 未 知 序列 后 ， 以 OBP2 为 诱饵 
最 终 鉴 定 出 8 个 候选 阳性 互 作物 ( 表 3)。 
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表 2 DUALhunter 系统 的 功能 验证 
Table2 The DUALhunter functional assay 


反应 质粒 1 质粒 2 二 缺 平 板 三 缺 平 板 四 缺 平板 
Reaction Plasmid 1 Plasmid 2 SD-LW SD-HLW SD-AHLW 
1 pDHBI1-OBP2 pOstl -NubI * * + 
2 pDHB1-OBP2 pPR3-N + + + 
3 pDHB1 -LargeT pDSL-Ap53 + + 十 
4 pDHBI -LargeT pPR3-N * - - 


+: 有 菌落 生长 Colony growth; - : 无 菌落 生长 No colony growth. 


表 3 OBP2 诱饵 鉴定 的 候选 阳性 互 作物 
Table 3 Putative positive interactors screened by OBP2 bait 


名 称 描述 GenBank 登录 号 
Name Description GenBank accession no. 
OBP21 翻译 延伸 因 了 于 (EF1C) Translation elongation factor-l gamma, GST_N family, EFB1 gamma subfamily AAL78751 
OBP22 凝固 酶 原 , 一 种 类 似 胰 蛋 白 酶 的 丝氨酸 蛋白 酶 Proclotting enzyme, a trypsin-like serine protease XP972628 
OBP23 核糖 体 和 蛋白 L44e Ribosomal protein L44e XP973623 
OBP24 Split ends CG18497-PA, 一 种 RNA 识别 基 序 Split ends CG18497-PA, a RNA recognition motif XP972543 
OBP25 类 似 转 座 子 源 性 和 蛋白 4 Tigger transposable element-derived protein 4-like XP001947105 
OBP26 PHD &HB84&E1 5A, 一 种 PHFS 类 似 和 蛋白 PHD-finger 5A, a PHFS-like protein XP967031 
OBP27 Lark C68597-PA, 一 种 RNA 识别 基 序 Lark CG8597-PA , a RNA recognition motif XP970745 
OBP28 28S 核糖 体 RNA 28S ribosomal RNA GQ503347 
2.4 PB-FREE PES DU pF ZLSIEE BETA PETI, 其 中 每 个 互 作 组 重复 3 


筛选 获得 的 8 个 候选 阳性 互 作物 , 还 需 通过 B- W, 筛选 到 较 强 的 候选 阳性 互 作物 有 OBP22 
半 乳 糖苷 酶 活性 检测 ， 以 进一步 确定 诱饵 和 猎物 蛋 。 (proclotting enzyme), OBP26 ( PHD-finger 5A) 和 
白 之 间 相互 作用 。 图 4 是 这 8 个 候选 阳性 互 作物 的 。 0BP27 (lark CG8597-PA) 。 


OBP21 OBP22 OBP23 OBP24 OBP25 OBP26 OBP27 OBP28 





图 4 用 OBP2 为 诱饵 筛选 到 候选 阳性 互 作物 的 B- 半 乳糖 音 酶 活性 检测 


Fig. 4 -Galactosidase assay of putative positive interactors screened by OBP2 bait 


2.5 回转 验证 再 次 与 诱饵 OBP2 共 转 化 并 进行 B- 半 乳糖 苷 酶 活性 
将 获得 的 候选 阳性 互 作 物 OBP21, OBP22, 检测, 最终 得 到 表达 His, Ade 和 LacZ 的 阳性 克隆 
OBP23, OBP24, OBP25, OBP26, OBP27 和 OBP28 6 个 , 分 别 是 凝固 酶 原 (proclotting enzyme), RNA 
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识别 基 序 (split ends CC18497-PA)、 类 似 转 座 子 源 
EEH 4 (tigger transposable element-derived protein 
4-like) , PHD $¥}5 Æ H 5A ( PHD-finger 5A) , RNA 
识别 基 序 (lark CG8597-PA ) 和 28S 核糖 体 RNA 
(28S ribosomal RNA), 


3 讨论 


本 实验 的 狂 物 和 蛋 日 是 华北 大 黑 鳃 金色 触角 均一 
化 cDNA 文库 与 突变 的 泛 素 NubG 部 分 的 融合 和 蛋 
H, SH ÉHIESEJUA A 84 fü ^R Ze RE 
OBP2 与 报告 基因 的 表达 融合 。 通 过 筛选 文库 ， 确 
定 与 诱饵 蛋白 相互 作用 的 胞 质 重 白 和 核 重 白 。 构 建 
Af BS THERE SERE PLE NMY51 后 ,用 Western 
blot 检测 诱饵 表达 情况 。 本 实验 用 Westem blot 检 
wa T AAEH Cub-LexA-VP16 BJ SR El. TE 
某 些 情况 下 , ASSET SIT S EI] XS HI Be 53 BE 
BE hr ier E EIER EC ACE TA SEC De BUR 3X, TE Te C 
过 程 中 的 融合 蛋 日 沉 演 有关。 如 有 果 通 过 人 免疫 印迹 方 
法 无 法 检测 诱 但 蛋白 ,， 则 直接 进行 DUALhunter H 
能 测定 。 在 DUALhunter 功能 测定 中 ， 如 采 诱 饵 正 
确 表达 并 起 作用 ,在 选择 平板 SD-HLW 和 SD- 
AHLW 上 的 生长 百分率 应 在 10% ~ 10096 之 间 增 长 ， 
这 取决 于 诱饵 的 表达 水 平 , 即 在 选择 条 件 下 强劲 增 
TULB]IS TH eA dup. AKE, 诱饵 pPDHB1- 
OBP2 5 pOstl-NubI 在 选择 平板 SD-HLW 和 SD- 
AHLW 上 的 生长 百分率 分 别 为 89.0% 和 72.4% , 从 
功能 检测 结 末 来 看 诱饵 重 蝗 表 达 情 况 较 好 。 同 时 ， 
诱饵 pPDHB1-OBP2 与 空 的 猎物 载体 pPR3-N 在 选择 
性 培养 基 上 有 菌落 生长 , 这 说 明 系统 有 目 激 活 效 
应 , 需 进行 3-AT fiue, WRIA, 从 而 降低 
假 阳性 出 现 的 机 率 。 为 了 找到 最 佳 的 3-AT 浓度 ， 
需 在 选择 性 平板 SD-HLW 和 SD-AHLW 上 分 别 补充 
不 同 浓度 的 3-AT。 如 果 浓 度 过 高 ， 则 会 缺失 阳性 
EE, KREAN; 如 果 浓 度 过 低 ,， 背景 较 
强 , 则 假 阳性 出 现 的 机 率 很 高 , 并 且 增 加 筛选 的 工 
作 量 。 因 此 , 确定 文库 筛选 的 最 佳 育 景 条 件 对 于 高 
A roe REEE, 降低 假 阳 性 至 关 重 要 。 

在 文库 筛选 的 过 程 中 ,必须 保证 一 定 的 转化 殖 
率 。 如 果 转 化 效率 很 低 ， 就 会 扎 失 许多 阳性 克隆 ， 
造成 文库 筛选 不 全 面 。 本 实验 利用 OBP2 HEA, 
史 选 华北 大 黑 鳃 金龟 触角 均一 化 cDNA 文库 , 测 得 
总 转化 数 为 1.2 x 10 cfu, 保证 了 文库 筛选 的 有 效 
性 和 可 靠 性 。 经 生长 报告 基因 HIS3 和 ADE2 以 及 


颜色 报告 基因 lacZ 共同 表达 验证 , 最 终 鉴定 出 6 个 
阳性 互 作物 。 

气味 结合 蛋 日 是 外 部 环境 与 触角 嗅觉 感 旨 内 气 
味 受 体 的 媒介 (Leal, 2005 ) 。 气 味 分 子 通 过 昆虫 嗅 
觉 感 锅 表皮 的 小 孔 进 入 触角 感 硕 , 与 气味 结合 和 蛋 日 
结合 , 共同 穿 过 树 突 外 的 别 党 感 希 麻 巴 液 , 激活 膜 
结合 受 体 , 并 刺激 效应 器 , 最 终 调节 门 控 离 子 通道 
的 开放 , 引发 一 系列 的 神经 活动 , 指导 昆虫 产生 一 
系列 的 行为 反应 (Riitzler and Zwiebel, 2005) , IRE 
系统 的 动力 学 要 求 OBPs 在 释放 气味 分 子 激 活 膜 结 
合 受 体 后 , 尤其 是 在 膜 结合 受 体 是 由 配 体 单独 激活 
的 情况 下 ,需要 气味 分 子 迅速 降解 (以 训 秒 级 的 速 
JÆ) (Ishida and Leal, 2005), Am, 关于 信号 终止 
(也 称 为 信号 失 活 ) 目前 存在 两 种 有 争议 的 假说 。 
第 1 种 假说 认为 气味 降解 酶 (odorant-degrading 
enzymes ，ODEs) 参 与 信息 素 的 快速 降解 ,最终 导致 
言 号 终止 (Ishida and Leal, 2005, 2008) ; 第 2 PHR 
WAN, 存在 一 种 现在 还 未 知 的 清除 物 (Kaissling， 
2001; Kaissling and Leal, 2004) ,承担 分 子 陷阱 的 
作用 (Ishida et al., 2004) , 清除 气味 分 子 , 终止 信 
号 转 导 。 

人 研究 ODEs 的 分 子 机 制 在 基础 生物 学 领域 非常 
重要 , 是 害虫 防治 的 新 的 分 子 靶 标 。 大 量 的 人 研究 显 
zh, ODEs, 尤其 是 触角 专 一 性 酯 酶 降解 性 信息 素 非 
常 快 以 至 于 气味 分 子 也 被 降解 失 活 (Ishida and 
Leal, 2005, 2008; Durand et al., 2011 ) 。 如 果 酶 降 
解 理论 成 立 , 那么 这 种 酶 需要 存在 于 感 带 淋巴 液 
中 ,以 降解 气味 分 子 (Vogt，2005 ) 。 然 而 , 我 们 也 
不 能 断定 除了 这 种 酶 降解 作用 以 外 , 昆虫 是 否 还 以 
其 他 的 分 子 机 制 降解 气味 分 子 。 事 实 上 , ERRE 
系统 的 动力 学 需要 有 一 个 “清理 者 ”以 失 活 性 信息 
素 或 者 气味 分 子 的 信号 。 例 如 ,对 家 看 BmorPBP1 
的 研究 显示 ,信和 号 终止 的 分 子 机 制 可 能 是 由 于 酶 切 
ZI Y BmorPBP1 的 C 末端 (Kaissling，2009 ) 。 

本 实验 第 选 到 的 与 OBP2 发 生 相 互 作用 较 强 阳 
性 互 作物 凝固 酶 原 , JE TAMRE A REER AR 
集 日 酶 , 这 些 酶 中 的 大 多 数 在 有 限 水 解 成 活性 形式 
的 过 程 中 是 以 无 效 前 体 酶 原 裂解 合成 的 。 凝 固 酶 原 
是 内 毒素 敏感 的 血 淋 巴 凝血 系统 的 丝氨酸 蛋 日 酶 的 
酶 原 。 它 是 催化 凝固 重 日 原 转 变 为 不 溶性 凝 胶 的 酶 
级 联 的 组 成 部 分 , 被 认为 是 血 淋 巴 凝固 系统 中 凝血 
酶 原 的 部 分 (Miyata et al., 1984) 。 族 固 酶 原 多 肽 
( 轻 链 ) 具 有 独一无二 的 二 硫化 结构 域 , 作为 B 
子 、G 因子 、 上 游 激活 子 或 者 凝固 蛋白 原 , 被 酶 作 
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用 物 等 的 识别 位 点 行使 功能 。 在 轻 链 内 有 限 的 残 基 
数量 中 , 凝固 酶 原 具 有 0 ERM N 连接 的 糖 基 化 
作用 (Smith and DeLotto, 1992) 。 在 昆虫 气味 识别 
过 程 中 ,ODEs 降解 气味 分 子 的 理论 假说 通过 在 过 
去 30 年 间 的 一 些 研 究 中 受到 了 广泛 的 认可 (Vogt， 
2005 ) 。 一 些 体外 实验 显示 , 各 种 类 型 的 性 信息 素 
能 被 触角 内 的 醛 氧化 酶 、 醛 脱氧 酶 、 环 氧化 物 水 解 
酶 、 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 以 及 细胞 色素 P450s 氧化 还 
原 酶 等 降解 (Vogt，2005 ) 。 本 实验 研究 发 现 OBP2 
与 凝固 酶 原 之 间 发 生 相 互 作用 , 推测 该 作用 的 发 生 
可 能 与 气味 分 子 酶 降解 作用 相关 。 

因此 , 为 了 深入 研究 嗅 党 识别 机 制 , 本 实验 第 
选 到 的 阳性 互 作 组 ,还 需要 进一步 通过 免疫 共 沉 
WE. GST Pull-down 技术 , 或 灾 光 共振 能 量 转 移 
FRET 等 技术 进行 鉴定 与 验证 ,从 而 为 更 多 地 了 解 
UL DC TH OS R EI B 2 BE SS XE 28 f o 
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